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RESUMO

Epilepsia é definida como distirbio neuroldgico, caracterizada por hiperexcitabilidade e
hipersincronismo de populaces neuronais e pela presenca de crises espontaneas e
recorrentes. Cerca de 1-2% da populacdo mundial sdo acometidas por este distarbio e 30%
desta sdo resistentes ao tratamento medicamentoso, assim, investigacdes de novas ferramentas
terapéuticas que reduzam os efeitos colaterais das drogas tradicionalmente utilizadas passam a
ser de grande importancia. Drogas com efeito anti-inflamatério estdo entre as novas
ferramentas terapéuticas promissoras. Ciclo-glicina-prolina (CGP) foi caracterizado quanto
efeito anti-inflamatdrio. Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito
anticonvulsivante do CGP em modelo de epilepsia induzida por pilocarpina. utilizamos ratos
wistar machos para o estabelecimento de 3 grupos experimentais, pré-tratados com CGP 10,
100 e 300 pumol/kg (i.p) (n= 12), 30 minutos antes da inducdo de Status Epilepticus (SE) por
pilocarpina (i.h.) (n=14). Os animais foram video monitorados durante SE para anélises do
comportamento e eutanasiados 24 horas apdés o SE para realizacdo das analises de
neurodegeneracdo nas subregides do hipocampo (Corno de Ammon: CAl e CA3; e Hilus) por
meio da técnica de Fluoro-Jade e das analises de expressdo diferencial de GFAP e TNF- a
realizadas através de RT-gPCR. As analises estatisticas foram realizadas através de teste T
(GraphPad, Prism 5.0). Quanto ao comportamento, observamos que o CGP teve efeito
significante com a dose de 300umol/kg quando comparado ao grupo PILO apenas em dois
dos parametros analisados: laténcia para inicio do SE e nimero de doses para reversao do SE.
Em relacdo a neurodegeneracdo, observamos diferenca significante na diminuicdo do nimero
de células FJ-positivas nos animais tratados com CGP na dose de 100umol/kg na sub-regibes
CAl e Hilus. Através de RTg-PCR, observamos que GFAP ndo apresenta diferenca de
expressdo dos niveis de transcritos quando comparados aos grupos tratados com CGP e o
grupo PILO. Os niveis de transcritos de TNF-o foram menores no grupo CGP com dose de
300umol/kg quando comparados ao grupo PILO. Com base nos resultados encontrados neste
trabalho, pode-se sugerir que o CGP apresenta efeito anticonvulsivante na fase aguda da
epileptogénese, efeito neuroprotetor e na expressédo relativa de TNF-a.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal. Efeito Anticonvulsivante. Neuroprotecao.
Expressdo Génica Diferencial.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DIPEPTIDE CYCLO-GLYCINE-PROLINE
(CGP) IN STATUS EPILEPTICUS INDUCED BY PILOCARPINE

Epilepsy is defined as a neurological disorder characterized by hyperexcitability and
hypersynchrony of neuronal populations and the presence of spontaneous recurrent seizures.
About 1-2% of population are affected by this disorder and 30% of these are resistant to drug
treatment. Therefore, investigations of new therapeutic tools to reduce the side effects of
drugs used traditionally become of great importance. Drugs with anti-inflammatoy effect are
among the promising new therapeutic tools. Cyclo-glycine-proline (CGP) has been recently
characterized as anti-inflammatory effect. The objective of this study was to investigate the
anticonvulsant effect of CGP in epilepsy model induced by pilocarpine. Male Wistar rats were
utilized to establish three experimental groups pre-treated with CGP 10, 100 and 300 pumol/kg
(ip) (n = 12), 30 minutes before Status Epilepticus (SE) induced by pilocarpine (ih) (n = 14).
Animals were video monitored during SE for analyzes of behavior and euthanized 24 h after
SE to analyze the neurodegeneration in the hippocampal subregions (Ammon’s horn: CAl
and CA3, and hilus) by Fluoro-Jade technique and the differential expression of GFAP and
TNF-o performed by RT-gPCR. Statistical analyzes were performed using t-test (GraphPad,
Prism 5.0). Regarding the behavior, we found that CGP had significant effect at a dose of
300umol/kg compared to PILO group only in two of the analyzed parameters: latency to onset
of SE and number of doses to reverse the SE. In relation to neurodegeneration, we observed a
significant decrease of FJ-positive cells in animals treated with the dose of CGP 100umol/kg
in the CA1 and hilus sub-regions. Using RTQ-PCR, we observed that GFAP did not present
any difference in expression of transcript levels when compared the groups treated with CGP
and PILO group. TNF-a transcripts levels was lower in the group CGP with dose of
300umol/kg compared to PILO group. Based on the findings of this study, it may be
suggested that the CGP presents anticonvulsant effect in acute epileptogenesis,
neuroprotective effect and in the relative expression of TNF-a..

Keywords: Temporal Lobe Epilepsy. Anticonvulsant Effect. Neuroprotection. Differential
Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

Epilepsia é definida como uma desordem neuroldgica intermitente causada por atividade
neuronal excessiva e/ou hipersincronizada no sistema nervoso central, podendo desencadear
perda de consciéncia, alteracdo da percepcdo ou da funcéo psiquica, movimentos convulsivos
e distdrbios sensitivos (ROPPER; BROWN, 2005). A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o
tipo de epilepsia de epilepsia de maiores prevaléncia e resisténcia ao tratamento
farmacoldgico. Na maioria dos casos, esta associada a esclerose hipocampal que reflete perda
neuronal seletiva no hipocampo e em outras estruturas do sistema limbico. Alguns processos
neuroplasticos no hipocampo, tais como gliose reativa, rearranjos axonais e neurogénese
também ja foram descritos como componentes neuropatoldgicos da epilepsia do lobo
temporal mesial com esclerose hipocampal (GUEDES; ALONSO; LEITE, 2006).

O tratamento clinico da epilepsia baseia-se fundamentalmente no uso de drogas
antiepilépticas (DAEs). Entretanto, aproximadamente 30% dos pacientes diagnosticados com
epilepsia continuam a ter crises epilépticas mesmo depois de iniciado o tratamento
farmacolégico (SANDER, 1993). Além do mais, apesar das DAEs serem efetivas em 70%
dos pacientes, essa forma de tratamento apresenta limitacGes significativas, como efeitos
colaterais, remissdo incompleta das crises, dependéncia do farmaco, transtornos de humor,
dentre outras. Este cenario tem motivado a continua busca de novos farmacos (SCHMIDT,;
RICHTER, 2001). Neste sentido, uma estratégia que tem sido utilizada é a prospeccao de
produtos sintéticos ou naturais com agdo neuroprotetora e anti-inflamatoria, uma vez que a

neurodegeneracdo e a neuroinflamacao s@o eventos associados a epileptogénese.

Trabalhos experimentais e evidéncias clinicas mostram que a inflamacdo cerebral
(neuroinflamac&o) se apresenta como constituinte importante no processo da epileptogénese e
no desenvolvimento das crises recorrentes e espontaneas (CREs). De fato, estudos apontam
que imediatamente ap6s a atividade convulsiva ha uma ativacéo de diversos mediadores pro-
inflamatdrios no cérebro, tais como as citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fatores do
sistema complemento e moléculas de adesdo celular (VEZZANI; GRANATA, 2005;
VEZZANI, 2011). Diferentes tipos celulares no cérebro sdo capazes de expressar citocinas e
seus receptores em nivel basal, sendo que, na ocorréncia de um insulto epileptogénico, muitas
dessas moléculas sdo positivamente reguladas, tais como IL-13, TNF-a e IL-6 (VEZZANI,
2011). Assim tem sido observado que o0 uso de medicamentos anti-inflamatdrios leva a uma

reducdo da frequéncia de crises em pacientes farmacorresistentes (RIKONEN, 2004;
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WIRRELL, 2007). Portanto, drogas com efeito anti-inflamatorio sdo de grande potencial para
desenvolvimento de ferramentas terapéuticas. Drogas com acgdo neuroprotetora também sdo
promissoras na terapéutica da ELT, como por exemplo diazepam, um farmaco
benzodiazepinico considerado como a primeira escolha no tratamento emergencial do estado
de mal epiléptico, possui efeito neuroprotetor em estruturas limbicas apos status epilepticus
(SE) (QASHU et al., 2010).

O ciclo-glicina-prolina (CGP) é um dipeptideo derivado do neuropeptideo Glicina-
prolina-glutamato (GPE) que recentemente tem sido caracterizado tanto com efeito
neuroprotetor apos lesdo isquémica quanto com efeito anti-inflamatorio em modelo de edema
de pata (GUAN; GLUCKMAN, 2009; FERRO et al., 2012; AQUINO et al., 2013). E possivel,
portanto, que CGP apresente um efeito anticonvulsivante e/ou antiepileptogénico. Diante do
pressuposto, investigamos esta questdo em modelo experimental de ELT induzida por

pilocarpina via intra-hipocampal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Epilepsia

O termo epilepsia vem do verbo grego epilambanein, que significa “ser possuido
ou afligido”, utilizado inicialmente por Avicena no século XIX, quando se acreditava
que esta doenca se associava a possessfes demoniacas ou agbes divinas
(MAGIORKINIS, 2010). A estigmatizacdo desta crenca foi tdo forte que mesmo hoje,
apesar do conhecimento de que epilepsia é uma desordem de natureza neurologica,
muitas pessoas ainda acreditam que crises epilépticas refletem acbes demoniacas ou
relacionadas ao pecado (FERNANDES, 2013).

Ao longo do tempo, o conceito e a classificacdo das epilepsias tém sido
discutidos e redefinidos de acordo com as necessidades de adequacdo as novas
descobertas (ENGEL, 2001). Atualmente, a epilepsia € definida como distarbio
neuroldgico caracterizado por crises espontaneas e recorrentes, podendo ser convulsiva
ou ndo e que acometem cerca de 1-2% da populacdo mundial (LEES; JONES, 2000;
LOTHMAN; BERTRAM; STRINGER, 1991; McNAMARA, 1999). Cerca de 50
milhGes de pessoas no mundo tém epilepsia, sendo assim um dos transtornos
neuroldgicos mais frequentes. Anualmente, ha uma incidéncia de casos que varia entre
40 e 70 para cada 100.000 pessoas e aumenta para 122 a 190/100.000 nos paises em
desenvolvimento (GALLUCCI NETO; MARCHETTI, 2005).

As crises epilépticas sdo normalmente manifestacGes motoras e/ou sensoriais de
natureza espontanea e autolimitada decorrentes de atividade excessiva e/ou
hipersincronizada de um grupo de neurénios cerebrais (LOTHMAN; BERTRAM &
STRINGER, 1991; ENGEL, 1995). Durante estes episddios, possivelmente ha um
desequilibrio entre sistemas excitatorios e inibitorios levando a um desequilibrio da
neurotransmissao no sistema nervoso central (SNC) (MELDRUM, 1984). De acordo
com a International League Against Epilepsy (liga internacional contra epilepsia) —
ILAE (1989), as crises podem ser divididas em dois grandes grupos: parciais ou
generalizadas. Parciais sdo quando acometem apenas uma regido cerebral, e
generalizadas quando envolvem ambos os hemisférios cerebrais (GUERRINI, 2006). As
crises parciais podem ser parciais simples (sem alteracdo da consciéncia) ou parciais
complexas (com alteragdo da consciéncia). Uma crise parcial pode evoluir para uma

crise generalizada quando o paciente perde a consciéncia, cai no chdo com as
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extremidades apresentando extensdo rigida (fase tdnica) seguida de espasmos (fase
clénica) (WESTBROOK, 2000). Esta classificacdo dos tipos de crises é fundamental
para a escolha do tratamento mais eficaz (BRODIE; DICHTER, 1996; ENGEL, 2001).

O perfil de crises epilépticas juntamente com parametros eletroencefalograficos
e responsividade ao tratamento sdo importantes para a definicdo de uma sindrome
epiléptica (ENGEL, 2006). Atualmente, ha pelo menos 40 sindromes epilépticas
distintas, que do ponto de vista etioldgico podem ser classificadas em sintomaticas ou
idiopaticas (ENGEL, 2001). As epilepsias sintomaticas sdo aquelas em que € possivel a
deteccdo de lesBes anatbmicas ou histologicas, como nos casos de neoplasias ou
malformacdes. Quando ndo é possivel a deteccdo da disfuncdo primaria da epilepsia
sintomatica, a mesma ¢é denominada “provavelmente sintomatica” (anteriormente
chamada de criptogénica). Nas epilepsias idiopaticas, por sua vez, o processo de
epileptogénese ndo € atribuido a nenhum insulto enddégeno ou exdgeno especifico.
Neste caso, diz-se que a epilepsia é prépria do individuo (idios- proprio; pathos —
doenca). Hoje se sabe que a maior parte das epilepsias idiopaticas tem como causa
mutacdes genéticas (STEINLEIN, 2008; MCNAMARA; HUANG; LEONARD 2006).
Berg e colaboradores (2010) propuseram uma modificacdo conceitual na classificacao
etiologica das epilepsias, substituindo os termos “idiopatico” e ‘“sintomatico” para
“genética” e “estrutural/metabolica”, respectivamente. Quando a epilepsia é resultante
de uma alterecdo genética conhecida, ou presumido diz-se que tem causa genética.
Epilepsia estrutural/metabdlica, por sua vez, é causada por lesdes estruturais, tais como
isquemias, traumatismo craniano, infec¢des, dentre outras. Se a epilepsia ndo tiver uma
causa conhecida, podendo ser causada por questdes genéticas ou uma outra desordem
ndo reconhecida, € classificada como epilepsia de causa desconhecida (BERG et al.,
2010).

Dentre as epilepsias estruturais, a ELT vem sendo alvo de estudos do nosso
grupo de pesquisa devido sua importancia clinica justificada pela alta incidéncia,
gravidade e refratariedade ao tratamento medicamentoso, (SHORVON, 1990;
LOSCHER; SCHMIDT, 2002).
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2.2  Epilepsia do lobo temporal (ELT)

A ELT € a mais frequente, representando 60% dos casos de epilepsia e com
maior incidéncia em adultos jovens (SHORVON, 1990). A ELT caracteriza-se como
sindrome epiléptica parcial focal, com as crises se iniciando em estruturas do lobo
temporal, como hipocampo, complexo amigdaloide e adjacéncias, podendo ou néo
evoluir para uma crise generalizada secundaria (SHORVON, 1990;
LOTHMAN;BERTRAM; STRINGER, 1991). Dentre o0s sintomas comuns
apresentados pelos pacientes portadores da ELT estdo: declinios cognitivos, disturbios
de comportamento, problemas de aprendizado, alteracGes do estado da memoria, entre
outros (GUIMARAES, 2006).

A ELT passou a ser classificada e dividida em dois tipos desde 1989 pela ILAE
(ENGEL, 2001), de acordo com o local de génese das crises geradas: epilepsia lateral /
neocortical e epilepsia mesial (ELTM). As epilepsias neocorticais tém sua origem nas
estruturas do neocdrtex temporal (BARTOLOMEI; WIGNAL, 1999), enquanto as
epilepsias mesiais originam-se em estruturas temporais mesiais: hipocampo, cortex
entorinal e complexo amigdaloide (KANNER; CAMPOS, 2004). Na ELT com
esclerose mesial ha uma invasdo glial densa no hipocampo e nas regides adjacentes,
bem como morte neuronal, alteragdes dendriticas, reorganizacdo axonal, génese de
novas células e alteragbes nas sinapses elétricas (LEITE; CAVALHEIRO, 1998;
GARCIA-GARCIA et al., 2011).

Uma das caracteristicas neuropatoldgicas mais importantes é a morte neuronal
seletiva no hipocampo, ocorrendo no corno de Ammon 1 e corno de Ammon 2 (CAl e
CA3) e no hilo (GARCIA-GARCIA et al., 2011). Em epilepsia, a morte neuronal
geralmente é acompanhada pelo brotamento das fibras musgosas na camada molecular
interna da fascia denteada do hipocampo de pacientes epilépticos. E possivel que a
ativacdo dessas fibras musgosas contribua na ativacdo anormal de circuitos limbicos
(BABB et al, 1991). H& também alteragdes na morfologia e localizacdo dos dendritos,
cujo aumento dos numeros basais destes nas células granulares e a presenca de sinapses
assimétricas com as fibras musgosas podem ser parte dos mecanismos que levam ao
aumento da excitabilidade na circuitaria hipocampal (GUEDES; GALVIS-ALONSO;
LEITE, 2006). Em relacdo a génese de novas células, existem a gliose e a neurogénese.

Na gliose ha proliferacdo e hipertrofia de corpos celulares gliais. A neurogénese é o
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processo de formacdo de novos neurbnios, o que pode contribuir para a excitabilidade
no hipocampo (GUEDES; GALVIS-ALONSO; LEITE, 2006).

Como descrito anteriormente , estudos neuropatologicos realizados em cérebros
retirados pos-lobotomia tém sugerido que o hipocampo é a principal estrutura-alvo
afetada em pacientes com ELTM (ELGER, 2002). O hipocampo faz parte do sistema
limbico, anatomicamente situado ao lado do cortex entorrinal e apresenta funcao
essencial no aprendizado e na memoria de curto prazo (SELIG; MALENKA, 1997). A
formacdo hipocampal pode ser dividida em 3 regides: Giro denteado (GD), corno de
Ammon (CA: CAl, CA2, CA3) ou Hipocampo e o subiculo (SELIG; MALENKA,
1997). As principais células que compde e participam da fisiologia do hipocampo séo as
granulares e as piramidais, e 0s neurotransmissores predominantes sdo os GABA e 0
glutamato, inibitério e excitatorio, respectivamente (SELING; MALENKA, 1997;
MESQUITA, 2005). A principal aferéncia que mantém as conexdes intrinseca e
extrinseca para o hipocampo origina-se no cortex entorrinal, a via perfurante, na qual
fibras se projetam do cdrtex entorrinal em direcdo ao hipocampo. Essas fibras inervam
os dendritos das células granulares, também chamadas de fibras musgosas, na regido da
camada molecular interna do GD. Os axénios das células granulares do GD se conectam
com as celulas piramidais da regido CA3, e estas projetam suas fibras para a regido de
CAL, conhecido como colaterais de Schaffer. De CA1 os axdnios sdo emitidos para o
subiculo e, por fim para o cortex entorrinal, formando o circuito denominado via
trissinéptica hipocampal (AMARAL; WITTER, 1989).

2.3  Tratamento em epilepsia do lobo temporal

O tratamento dos pacientes portadores de ELT tem sido baseado na indicacao de
DAEs. De fato apds um periodo de uso, diminui o numero ou gravidade das crises que
acometem os pacientes epilépticos (LOSCHER & SCHMIDT, 2006). As DAEs sé&o
classificadas de acordo com o mecanismo de acdo, que sdo basicamente trés: agem
sobre os canais i0nicos voltagem-dependentes (benzodiazepinicas, ex.: diazepam e
lorazepam; e barbituricas, ex.:. fenobarbital), receptores glutamatérgicos (DAEs
barbitdricas, ex.. fenobarbital) e GABAérgicos (DAEs benzodiazepinicas, ex.:
diazepam) (ROGAWSKI; LOSCHER 2004).

Entretanto, apesar do grande disponibilidade de DAEs disponiveis, cerca de 30%
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dos pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento medicamentoso (LOSHER;
SCHMIDT, 2002). Inicialmente, o paciente € tratado com um farmaco (monoterapia),
mas caso este ndo apresente o efeito desejado, novos farmacos (politerapia) sdo
adicionados ao tratamento inicial. Esta Gltima abordagem apresenta desvantagem ainda
maior em relacdo a toxicicidade (REDDY; KURUBA, 2013, PORTO, 2007,
BORTOLINI, 2009). Os efeitos colaterais das DAEs sdo variados, dentre eles é possivel
citar lentiddo psicomotora, dificuldades de memoria, concentragdo e raciocinio. Um
estudo realizado em adultos e criancas mostrou que a probabilidade das crises serem
controladas com a politerapia, utilizando duas ou mais DAEs usualmente eficazes, é de
5% a 10% dos pacientes refratarios (SCHMIDT; RICHTER, 2001). Mattson e
colaboradores (1995) também observaram que pacientes nos quais a monoterapia nao
havia funcionado, apenas 11% obtiveram remissao de crises com combinacgdes variadas
de fenitoina, fenobarbital, carbamazepina e primidona.

Uma alternativa para estes pacientes que apresentam resisténcia aos farmacos
comumente utilizados é a remoc&o cirdrgica do foco epiléptico. Ao indicar um paciente
para realizacdo dessa cirurgia é necessario, antes de tudo, considerar que esta € uma
alternativa de tratamento irreversivel e pode gerar riscos de prejuizo neuropsicologicos,
por ser uma técnica invasiva. De uma forma geral, a cirurgia s deve ser indicada
quando um paciente ndo puder alcangar controle aceitavel de crises com o do uso de
DAEs potencialmente eficazes ou combinagdes destas, que tenham sido administradas
até doses maximas sem ocorréncia de efeitos colaterais ou, se estes se manifestarem,
que sejam minimos e considerados aceitaveis (BOURGEOQIS, 2001).

Visto este cenario de refratariedade as drogas e de restricbes referentes ao
tratamento cirurgico das epilepsias, fica clara a necessidade de alternativas terapéuticas.
Dentre as ja existentes, a técnica de estimulagdo elétrica do nervo vago vem sendo
utilizada desde 1997 com resultados positivos (GARZON, 2002). Porém ainda ndo é
conhecido o mecanismo de acdo que produza este efeito antiepiléptico, além de
apresentar efeitos colaterais tanto durante a implantacdo do eletrodo como durante o
tratamento, levando a 2% dos pacientes interromperem ao tratamento ainda no primeiro
ano, dentre os efeitos estdo: tosse, dispneia, vomitos, insonia e infecgdo (GARZON,
2002). Quanto ao mecanismo de acdo, algumas hipdteses vém sendo discutidas, tais
como o aumento do fluxo sanguineo na regido do talamo (KO, 1996; HENRY,
DUNWOODY; VOTAW, 1998) ou acdo estimulatéria nas vias noradrenégicas,
dopaminérgicas e serotoninérgicas (NAIROTOKU; TERRY; HELFERT, 1994).
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Outra alternativa que vem sendo estudada para o tratamento da epilepsia é a
utilizacdo de células-tronco neurais, ja que a epilepsia implica na perda progressiva de
subpopulagdes neuronais. Entretanto, esses estudos ainda sdao bem iniciais e testados
somente em modelos experimentais, nos quais foram observados que animais
epilépticos tiveram remissdo parcial das crises (CHUN, 2004; WALDAU et al., 2010).
A dieta cetogénica também surgiu como proposta de melhorar o controle de crises
epilépticas. Esta comegou a ser usada como tratamento para epilepsia em 1921, por
Wilder, quando se observou que o0 jejum se mostrava benéfico para o controle de crises
em pacientes com epilepsia (UTHMAN, 1992). Em modelo animal, também foi
observado um resultado favoravel com um aumento de laténcia para ocorréncia de
crises, quando os ratos adultos sdo mantidos em dieta. Porém, eventos adversos foram
relatados ap6s o tratamento com a dieta cetogénica, tais como: letargia ou sonoléncia,
sede, dores de cabeca, aumento do colesterol, alucinacdes e perda de peso ndo
intencional (SCHOELER, 2014).

24 O uso de modelos experimentais na busca de novas drogas para o
tratamento da ELT

Na busca por novas ferramentas terapéuticas e na ampliacdo do conhecimento faz-se
necessaria a utilizacdo de animais nos estudos das epilepsias. De uma forma geral, 0s
modelos de screening farmacoldgico de drogas antiepilépticas vém sendo usados desde
1960 (WHITE, 1997). Existem véarios modelos animais que mimentizam diferentes
tipos de epilepsia, (LOSCHER; SCHMIDT, 1988; LOSCHER, 2011; SANABRIA;
CAVALHEIRO, 2000).

De forma geral os modelos experimentais podem, de acordo com os perfis das
crises, serem divididos em trés tipos: agudo, cronico e kindling. Existem ainda outras
classificagcbes, de acordo com o tipo de estimulo (quimico e elétrico) e com a
predisposicdo genética dos animais (modelo genético ou ndo genético) (QUINTANS et
al.,, 2007). Cada modelo expressa de maneira diferente o comportamento motor,
eletroencefalografico e a resposta aos farmacos (TURSKI et al., 1987). Ver tabela 1.

Em modelos agudos, as crises convulsivas acontecem apenas na inducdo, ou seja, no

momento da estimulacdo: por exemplo, os modelos de eletrochoque méaximo
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(LOSCHER; SCHMIDT; 1988) e de estimulagdo quimica com pentilenotetrazol (PTZ).
O modelo convulsivo de eletrochoque induz crise por estimulagdo elétrica, usando
corrente elétrica por meio de eletrodos em contato com o nervo vago, desenvolvendo
crises generalizadas tonico-clonicas (LOSCHER; FASSBENDER; NOLTING 1991).
PTZ é um pro-convulsivante antagonista gabaérgico e a gravidade de crises induzida
por este depende da dose e da via de administracio (LOSCHER; FASSBENDER;
NOLTING 1991; FISHER, 1989). Estes modelos agudos tem se mostrado muito
importantes pois a maioria dos farmacos de primeira geracdo foram identificados como
anticonvulsivante nestes tipos de modelos (LOSCHER, 1998).

No kindling ha aplicacdo repetida de eletrochoque ou de um agente quimico, por
exemplo o PTZ, com limiar inicialmente subconvulsivo e a cada estimulagdo as
manifestacdes motores vao aumentando progressivamente (WESTBROOK, 2000).
Como exemplo da utilidade deste modelo, Strattion (2003) mostrou que o levetiracetam
e lomatrigina, que sdo drogas de segunda geracdo, tém efeito antiepiléptico.

No modelo cronico de epilepsia, as crises ocorrem de forma esponténeas e
perduram por um periodo mais longo, recorrendo em intervalos variaveis e podendo
perpetuar durante toda a vida do animal: por exemplo, os modelos induzidos por acido
cainico e pilocarpina (CAVALHEIRO et al., 1991; SANABRIA; CAVALHEIRO, 2000).
O é&cido cainico é o agente quimico que induz crises devido a acdo glutamatérgica,
levando a um quadro conhecido como SE e mimetiza a ELT (QUINTANS, 2007). A
administracdo de pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, local ou sistémica,
resulta no SE e depois de um periodo silencioso o animal tem crises espontaneas
(TURSKI et al., 1987). Com o aparecimento destes modelos experimentais crénicos 0s
estudos se voltam para a identificacdo de drogas capazes de prevenir a epileptogénese
e/ou diminuir as deficiéncias comportamentais de longa duracdo decorrentes das crises,
(QUEIROZ; LEITE; MELLO 2002)

O modelo experimental utilizado em nosso estudo foi o cronico pela

administracdo de pilocarpina, com foco na fase aguda da epileptogénese.
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Tabela 1 — Comportamento motor nos modelos experimentais

Modelo experimental Tipo de epilepsia ou crises Classificacao
Eeletrochoque méaximo Epilepsia focal, tonico-cldnicas Elétrico e agudo
Pentilenotetrazol Depende da via e da dose, mas Quimico e agudo

sdo normalmente generalizadas e

ténica-clonicas

Modelo audiogénico Generalizada e tonico-clénica Genético e agudo

Acido cainico Epilepsia do lobo temporal Quimico e crénico
Pilocarpina Epilepsia do lobo temporal Quimico e crénico
Kindling As crise aumentam Agudo elétrico e quimico

progressivamente podendo
chegar a generalizada

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5  Modelo crénico baseado na inducéo de SE por pilocarpina

Devido a importancia clinica da ELT, tem se utilizado muitos modelos
experimentais com animais que mimetizam seus aspectos histopatologicos, ou seja,
lesbes semelhantes a esclerose mesial de lobo temporal, assim como reproduzem
alteracbes comportamentais e eletroencefalograficas que sdo semelhantes a epilepsia em
humanos (BEN-ARI; COSSART, 2000).

O modelo epiléptico provocado pela administracdo da pilocarpina é um dos
modelos de epilepsia mais utilizados experimentalmente (TURSKI et al., 1987,
SANTO, 2004). Os estudos que usam este tipo de abordagem s&o realizados in vivo em
roedores, com injecdes agudas de pilocarpina no encéfalo (por meio de coordenadas
estereotaxicas) ou sistémicas na regido intraperitoneal (RATTKA; BRANDT;
LOSCHER, 2013; TURSKI et al., 1987). Os animais estimulados com altas doses de
pilocarpina sé@o acometidos pelo SE, em decorréncia de estimulacdo colinérgica, além
de posteriormente apresentar lesdes semelhantes a esclerose mesial do lobo temporal em
seres humanos.

O modelo de pilocarpina pode ser dividido em trés periodos (REDDY;
KURUBA, 2013):

1. Periodo agudo, imediatamente apds o SE e que perdura por até 24 horas;
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2. Periodo silencioso ou epileptogénese, onde ocorre a normalizacdo progressiva do
comportamento e do EEG e as transformacGes histoldgicas do cérebro normal para o
epiléptico, e pode ter uma duracdo de meses;

3. Periodo crénico, em que ha o aparecimento de crises epiléticas espontaneas e
recorrentes, sendo estas semelhantes as crises parciais complexas dos seres humanos

portadores de ELT.

Este modelo vem sendo muito utilizado na busca de farmacos mais eficazes e
com menos efeitos adversos (SILVA, 2008). Alguns trabalhos mostraram que farmacos
que estdo sendo usados no tratamento da ELT, tais como os levetiracetam e
clonazepam, mantiveram esse efeito anticonvulsivante no modelo de pilocarpina
(OLIVEIRA, 2005; KUBOVA, 1999; HORT, 2000). As intervencdes (testes das
drogas) podem ser direcionadas para cada uma das fases, com diferentes finalidades: i)
uma intervengdo antes da inducdo do SE pode ser feita com o objetivo de identificar
compostos com eficacia anticonvulsivante (prevenindo o SE) e/ou contra os danos
induzidos pelo SE; ii) intervencdo no periodo silencioso, com objetivo de identificar
agentes com potencial em prevenir a epileptogénesis e/ou os déficits comportamentais a
longo prazo induzido pelo SE; e iii) intervencdo na fase crénica com objetivo de testar
drogas eficazes no controle das CREs (LEITE et al., 2002).

2.6 Busca de novas drogas para o tratamento da ELT

Uma estratégia que tem sido utilizada € a prospeccdo de produtos sintéticos ou
naturais com acdo anti-inflamatéria e/ou neuroprotetora, uma vez que a
neurodegeneracédo e neuroinflamagdo séo eventos importantes na epileptogénese.

A inflamacdo é uma resposta do sistema imunoldgico como defesa contra
situacGes que podem causar danos tecidual tais como: presenca de microorganismo,
agentes fisicos (trauma, queimaduras), agentes quimicos (toxinas, substancias), necrose
tecidual e/ou reacBes imunoldgicas (ABBAS; JANEWA, 2000). Normalmente, a
inflamacao é benéfica ao organismo, porém, uma inflamacéo extensiva, prolongada ou
ndo regulada é altamente prejudicial ao organismo (WYSS-CORAY; MUCKE, 2002).

Estudos realizados na investigacdo da inflamacéo e seus processos tém demonstrado sua
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participacdo em patologias do sistema nervoso central. Este conhecimento é recente,
mas vem crescendo e apresentando uma grande importancia nas pesquisas de doencas
neuroldgicas. Existem na literatura trabalhos que mostram que a inflamagdo no SNC
estd envolvida na patogénese de doencgas neurodegenerativas agudas e cronicas,
incluindo doencas de Parkinson, Alzheimer, epilepsia e outras (WYSS-CORAY;
MUCKE, 2002; LIMA et al., 2007).

Trabalhos experimentais e evidéncias clinicas demonstram que h& inflamacao
cerebral (neuroinflamagéo) em pacientes portadores de epilepsia e que esta apresenta
como constituinte importante no processo da epileptogénese e no desenvolvimento das
CREs (VEZZANI; GRANATA, 2005; VEZZANI, 2011). Indicios sugerem que a
inflamacéo pode ser tanto consequéncia como causa de epilepsia. Uma evidéncia de
consequéncia, tanto em humanos como em animais, € que depois da atividade
convulsiva rapidamente ha o surgimento de diversos mediadores pré-inflamatérias no
cérebro, tais como as citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fatores do sistema
complemento e moléculas de adesdo celular (VEZZANI; GRANATA 2005; VEZZANI,
2011). Diferente tipos celulares no cérebro sdo capazes de expressar citocinas e seus
receptores em nivel basal, sendo que na ocorréncia de um insulto epileptogénico, muitas
dessas moléculas sdo positivamente reguladas, tais como IL-1B, TNF-a e IL-6
(VEZZANI, 2011). Uma das evidéncias clinicas de causa esta associada a febre, que ¢é a
causa mais frequente de convulsdes em criancas em todo o mundo. Além disso, nas
doencas autoimunes, tais como lGpus, vasculites, esclerose multipla e sindromes
paraneopléasicas podem causar convulsdes recorrentes (BERG et al., 1998; DUBE,
2007; NAJAR, 2008).

Com a observacdo de que o uso de medicamentos anti-inflamatérios leva a uma
reducdo da frequéncia de crises em pacientes farmacorresistentes, cada vez mais tem-se
investigado drogas anti-inflamatorias quanto a uma potencial acdo antiepileptogénica
(RIKONEN, 2004; WIRRELL, 2007). Além do mais, a inflamacdo contribui para o
processo de neurodegeneracdo que ocorre em um cérebro epiléptico, na
neuroinflamacdo envolve ativacdo dos macrofagos residentes no encéfalo (micrdglia),
que liberam fatores neurotdxicos e pro- inflamatorios, incluindo citocinas, radicais
livres e 6xido nitrico que podem lesar neurdnios e células gliais (WYSS-CORAY;
MUCKE, 2002). Desta forma, drogas com agdo neuroprotetora também s&o promissoras

na terapéutica da ELT. Deveras, o diazepam, um farmaco benzodiazepinico considerado
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como a primeira escolha no tratamento emergencial do estado de mal epiléptico, possui

efeito neuroprotetor em estruturas limbicas ap6s o SE (QASHU et al., 2010).

2.7  Ciclo-glicina-prolina (CGP)

Os neuropeptideos sdo neurotransmissores pequenos que agem em diversas
situacOes no sistema nervoso, ajudando-o a se adaptar (HOKFELT et al., 2003). O fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) é um neuropeptideo que tem importancia
em diferentes condi¢cbes médicas, tais como na recuperacdo de lesbes, formacdo de
tumores e neuroprotecdo, porém seu tamanho tem dificultado sua aplicagdo clinica
(GUAN et al., 2014; BURGO-RAMOS, 2009). O IGF-1 exerce suas funcdes centrais
mediante diferentes mecanismos, dentre os quais aqueles que envolvem a producdo de
metabdlitos secundarios. O glicina-prolina-glutamato (GPE), tripeptideo, € um dos
fragmentos endogenamente liberados a partir da clivagem da regido n-terminal de IGF-
1. Este peptideo também apresenta um papel na prevencdo da morte neuronal induzida
por N-metil D-Aspartato (NMDA), &cido quinolinico (agonista NMDA) em diferentes
regides do cérebro (ALEXI et al., 1999).

A vida média de GPE é muito curta, e seu ultimo metabolito € o ciclo-
glicina-prolina (CGP), um dipeptideo ciclico, que faz parte de uma familia muito
importante de compostos bioactivos conhecidos por dicetopiperazinas (DKPs) (figura
1). Séo facilmente disponiveis, tanto a partir de fontes naturais ou por meio de métodos
sintéticos, e estaveis a protedlise (BATCHELOR et al., 2003; PEREZ-PICASO et al.,
2009). Estas propriedades tornam os DKPS um grupo interessante de moléculas para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. De fato, o CGP ja teve diversos efeitos
caracterizados em trabalhos experimentais, tais como: controle na homeostase do IGF-1,
diminuicdo no crescimento de tumores, nootrdpico e ansiolitico, efeito neuroprotetor
apos lesdo isquémica e, mais recentemente, foi caracterizado por ter uma acdo anti-
inflamatdria, em que a serotonina e a prostaglandina foram reduzidas em modelo de
edema de pata (GUAN; GLUCKMAN, 2009; GUAN, 2015; FERRO et al., 2012,
AQUINO et al., 2013). Interessantemente, tanto a serotonina quanto a prostaglandina
tem sido associadas a emergéncia da atividade epiléptica (VEZZANI; GRANATA
2005; VEZZANI, 2011). Complementando este dado, Jiang e colaboradores (2013)



29

apontaram o receptor de prostaglandina (EP2) como uma possivel estratégia para o
tratamento do SE. A ativagdo dos receptores 5-HT2 no hipocampo pode contribuir para
0 aparecimento de crises induzidas pela estimulagdo por meio do modelo de SE
(FREITAS, 2004).

O mecanismo de acdo do CGP ainda é desconhecido, mas Pérez-Picaso (2009)
e colaboradores sugerem que suas acGes semelhantes as do IGF-1 sejam mediadas
através da ligacdo competitiva para IGFBPs, receptor de IGF-1.

Alternativamente, tem sido proposto que o CGP seria um metabdlito derivado
do dipeptideo prolilglicina Noopept, relacionado com o farmaco piracetam, sendo assim
um mimético de CGP, e ambos supostamente com afinidade a um hipotético receptor
nootrépico. Alguns trabalhos verificaram que CGP é semelhante ao piracetam néo
somente pela sua estrutura mas, também, por algumas propriedades farmacoldgicas pois
exibiu efeito nootropico e ansiolitico ap6s a administracdo sisttmica em doses de 2-3
ordens de grandeza inferiores aos do piracetam (KOLYASNIKOVA et al.,, 2013;
NARKEVICH et al., 2012). O piracetam é um derivado ciclico de GABA, que tem
efeito sobre as mioclonias de origem cortical, mas sua a¢éo na supressao das mioclonias
ndo é totalmente compreendida. Entretanto, acredita-se que este seja capaz de ter efeito
nas alteracdes da serotonina vista em mioclinias corticais (PRANZATELLI; NADI,
1995). Estes dados podem indicar um possivel efeito do CGP no controle de crises e na

neuroprotecdo em modelo experimental de indugdo de SE por pilocarpina.

Figura 1 - Estrutura quimica de CGP

o
N
A\/NH
0

Fonte: Miméticos de GPE y CPG ¢una nueva familia de agentes neuroprotectores?
Sergio-Alvar Alonso de Diego, 2007
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3 OBJETIVOS

Geral:

e avaliar o efeito do ciclo-glicina-prolina no status epilepticus e na fase aguda da
epileptogénese em modelo de epilepsia do lobo temporal.

Especificos:

e implantar em nosso laboratorio a metodologia de indugdo do Status Epilepticus por

pilocarpina injetada por via intra-hipocampal;

e avaliar o possivel efeito anticonvulsivante do CGP no SE induzido por pilocarpina.
Para isto, analisamos 0s seguintes parametros comportamentais: 1) nimero de animais
que desenvolve SE; 2) tempo de laténcia para o SE; 3) Frequéncia de crises na laténcia;
4) Proporcdo relativa das crises do nivel 5; e 4) nimero de doses de diazepam

necessarias para reversao do o SE;

e avaliar o possivel efeito do CGP na neurodegeneracdo hipocampal. Para isto,
utilizamos a técnica histoquimica baseada na coloracéao por fluoro-jade;

e avaliar o possivel efeito de CGP na astrogliose hipocampal. Para isto, quantificamos a
expressao relativa de GFAP através de RT-gPCR;

e avaliar o possivel efeito de CGP na neuroinflamacdo hipocampal. Para isto,

quantificamos a expressao relativa de TNF-a através de RT-gPCR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, adultos (com 70 - 90 dias; n= 60)
procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas — UFAL. Os
animais foram mantidos a temperatura de 22 °C, com livre acesso a ragdo e agua no
Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS). Todos 0s
esforcos foram feitos para evitar sofrimento desnecessario dos animais. Todos 0s
procedimentos realizados durante o desenvolvimento do projeto foram aprovados pelo
Comité de Etica da UFAL (Processo n° 7/2013) (Apendicés 1 e 2).

Os animais foram separados nos seguintes grupos experimentais (figura 2):

- NAIVE: animais ndo manipulados (n=14)

- PILO: animais submetidos a injecdo de pilocarpina (n=14);

- DZP + PILO: animais submetidos ao pré-tratamento com diazepam e 30
minutos depois com pilocarpina (n= 12);

- CGP10 + PILO: animais submetidos ao pré-tratamento com ciclo-glicina-
prolina (i.p., 10umol/kg) e 30 minutos depois com pilocarpina (n=12) ;

- CGP100 + PILO: animais submetidos ao pre-tratamento com ciclo-glicina-
prolina (i.p., 100pumol/kg) e 30 minutos depois com pilocarpina (n= 12);

- CGP300+PILO: animais submetidos ao pré-tratamento com ciclo-glicina-
prolina (i.p., 300umol/kg) e 30 minutos depois com pilocarpina (n=12).

Para cada grupo experimental, seis animais foram usados para analises de

neurodegeneracdo e 6 para analises de expressao génica diferencial.

Doses das Drogas:

PILO: 1,2 mg/uL

Diazepam: 5 mg/kg

CGP: 10pmol/kg, 100pumol/kg e 300pumol/kg
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Figura 2 - Delineamento experimental

PILO SE DZP Eutanasia
Laténcia 90 min 24h
DZP PILO SE DZP Eutanasia
30 min Laténcia 90 min 24h
10CGP ]
PILO SE DZP Eutanasia
30 min Laténcia 90 min 24h
1o0cep PILO SE DZP Eutanasia
30 min  Laténcia 90 min 24h
300CGP .
PILO SE DZP Eutanasia
30 min laténcia 90 min 24h

Fonte: Elaborada pela autora

4.2  Cirurgia estereotaxica para implante de canula

Os animais foram anestesiados com 40mg/kg de tiopental sodico (i.p.),
receberam 0,1mL/100g de pentabidtico (i.m.) veterinario antes do inicio da cirurgia e
foram tricotomizados na cabeca. Para verificar a efetividade da anestesia, observou-se a
presenca de reflexo através do aperto da cauda e da pata. Posteriormente, 0s animais
foram fixados no estereotaxico e receberam injecdo subcutanea na cabeca de anestésico
local lidocaina (0,2ml por animal). A canula foi implantada estereotaxicamente
seguindo coordenadas (Paxinos & Watson, 1996): hilo do giro denteado — 6,30mm
Aanteroposterios (AP) (em relagcdo ao bregma); 4,50mm mediolateral (ML) (em relacéo
ao seio sagital) e 4,50mm dorsoventral (DV) (em relacdo a dura-mater), de acordo com
Furtado et al. (2002). Apos término de cirurgia, um mandril de fio de aco foi utilizado
para fechar a cénula e evitar obstrucdo e infeccdo antes do SE. Apds a cirurgia

estereotaxica, 0s animais permaneceram no biotério setorial por um periodo de 4 — 7
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dias para recuperacdo. Neste periodo, os animais foram observados 2 vezes por dia pelo
pesquisador para detectar sinais de recuperacdo como a capacidade de comer e beber
sozinho, caso contrario o pesquisador alimentava-o com uma papinha de ragdo e salina

glicosada.

4.3  Inducéo do status epilepticus

A injecdo de 1,2mg/uL de pilocarpina foi conduzida através de uma seringa de
5uL acoplada a uma bomba de microinjecdo com velocidade de 0,5uL/minuto. Apds
um periodo de laténcia (cerca de 30 minutos), os animais entraram em SE, definido aqui
como um periodo de crises autossustentadas ou com interminéncia em intervalos
menores do que 5 minutos. O SE foi mantido durante 90 minutos e imediatamente
depois, 0s animais receberam injecéo i.p. de diazepam (5mg/kg) para reverter o SE. Em
caso de ndo reversdo, 0s animais recebiam doses adicionais de diazepam (5mg/kg), a
cada 15 minutos. Desde o periodo de injecdo de pilocarpina até o término do SE, 0s
animais foram videomonitorados em cdmera (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA).

O mesmo procedimento de injecdo foi utilizado para o pré-tratamento com CGP
ou DZP nos grupos CGP+PILO e DZP+PILO. Vale ressaltar que os pré-tratamentos
foram feitos pela via intraperitoneal e a injecdo de pilocarpina foi realizada pela via

intrahipocampal.

4.4  Avaliagdo comportamental

O efeito do pré-tratamento no comportamento dos animais submetidos ao SE foi
avaliado conforme os seguintes critérios: a) proporc¢ao dos animais que entraram em SE;
b) tempo de laténcia para o SE; c) frequéncia de crises na laténcia; d) proporcdo de
crises de nivel 5; e e) numero de doses de diazepam para reversdo do o SE (tabela 8 e
9).

Proporgdo dos animais que entraram em SE: foi calculada a quantidade de
animais que, em algum momento, apresentaram crises autossustentadas por pelo menos
5 minutos.

Laténcia para o inicio do SE: foi calculado o tempo que o animal levou para

entrar em SE.
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Frequéncia de crises na laténcia: foram somadas todas as crises que cada animal
apresentou durante o periodo de laténcia e dividida pelo tempo de laténcia.

Proporcdo de crises de nivel 5: a proporcdo das crises durante o SE foi
classificada utilizando a escala de Racine (tabela 2). Esta escala é composta por indices
(de 1 a 5) atribuidos a diferentes tipos de comportamento durante o SE e que reflete de
forma arbitraria, porém crescente, a gravidade das crises. (Racine, 1972). Em seguida,
contou-se 0 numero total de crises de nivel 5 e calculou-se a proporcéo dividindo pelo
namero total de crises de todos os niveis.

Quantidade de doses para reverter o SE: foi contado o numero de doses

suplementares que cada animal recebeu até a reversdo completa do SE.

Tabela 2 - Escala de Racine (1972)indice Comportamento

Automatismos faciais

Mioclonias de cabega e pescoco

1

2

3 Clonias de patas anteriores

4 Elevacéo sobre as patas posteriores
5

Elevacéo e queda

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5  Analise de Neurodegeneracao

A anélise foi feita por meio de histoquimica baseada na deteccdo do corante
Fluoro-jade (CHIDLOW, 2008). Segundo o Schmued e colaboradores (1997), o
primeiro trabalho a descrever esta técnica, o fluoro jade neurénios por um mecanismo
ainda desconhecido, mas que envolve a afinidade deste corante pela acidose

desencadeada neste processo de morte celular.

4.6 Perfusao dos animais

Para a perfusdo, os animais foram profundamente anestesiados com tiopental
sodico (i.p. 0,1mL/kg). O coracdo foi exposto e uma agulha acoplada a um cateter foi
colocada no ventriculo esquerdo. Cada animal foi infundido com 200 mL de tampé&o
fosfato salina (PBS, 100 mM, pH 7,4) e posteriormente com 150 mL de
paraformaldeido (PFA) 4% em PBS, pH 7,4.
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Os animais foram decapitados e os cérebros removidos e fixados em PFA 4%
por pelo menos 4 horas. Depois, os cérebros foram crioprotegidos com solugdo de
sacarose 20% por 24 horas. Posteriormente, os tecidos foram congelados em freezer a -
20°C e 3 a 4 horas depois transferidas para freezer a -80°C, onde eram mantidos até o

momento processamento.

4.7 Cortes dos cérebros

Os cérebros foram cobertos com Tissue Tek (OCT) e, entdo, cortados em
seccOes de 30 um em criostato, com temperatura variando de -18 a -22°C. Os cortes
foram colocados em laminas gelatinizadas (solucdo para gelatinizacao: gelatina 0,5% e
sulfato duplo de cromo e potéssio 0,05%), cada qual com seis niveis cerebrais
representando a extensdo anteroposterior do hipocampo de acordo com o atlas de
Paxinos e Watson (1996) (figura 3). Todas as laminas foram armazenadas em freezer a -
20°C.

Figura 3. llustracdo de diferentes sec¢Bes dos niveis cerebrais do hipocampo

Extensdo anteroposterior do hipocampo (A-F; area em azul), do atlas de Paxinos e

Watson (1996), representando a disposi¢do dos cortes nas ldaminas histologicas.

4.8  Ensaios histoquimicos
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4.8.1 Histologia convencional

Foi realizada histologia convencional com hematoxilina e eosina nos cortes de
cérebros para observar o local de insercdo da canula no hipocampo. Para desidratacédo
dos tecidos, as laminas foram incubadas subsequentemente em alcool 100%, 90% e
70%, por 5 minutos. As laminas foram lavadas em &gua destilada por 3 minutos e
submetidas a solucdo de hematoxilina por 6 minutos. Em seguida, ap6s uma lavagem
rapida, as laminas foram incubadas em eosina por 30 segundos. Posteriormente, as
laminas foram lavadas uma vez em alcool 90% por 5 minutos e duas vezes em alcool
100% por 5 minutos. Finalmente, as ldminas foram submetidas a dois banhos em xilol
por 3 minutos cada. Apos o processamento histolégico, as laminas foram analisadas e

fotografadas através de um microscopio optico (figura 4).

Figura 4. Sitio de implantacao da canula no hilo

Fonte: Da autora

Histoquimica com hematoxilina-eosina. Fotomicrografia de amostras representativas de

cada grupo. Objetiva de 4x.

4.8.2 Fluoro-Jade (FJ)

De acordo com o protocolo proposto por (SCHMUED, ALBERTSON &
SLIKKE, 1997) e modificado por Castro (2012), as laminas foram submetidas a banhos
sucessivos de etanol absoluto por 3 minutos, etanol 70% por 1 minuto, agua destilada
por 1 minuto, permanganato de potassio 0,06 % por 15 minutos, com agitacdo branda, 3

lavagens em dH20 por 1 minuto e 30 minutos em FJ (0,0001%), sob agitacdo branda.
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Posteriormente, as laminulas foram montadas nas ldminas por meio de uma mistura na
proporcdo de 3:1 de acido acético 0,1% e Fluoromount respectivamente. Os cortes
foram analisados e as imagens capturadas através de um microscopio de fluorescéncia
(Nikon DS RI1).

4.8.3 Contagem de celulas

A contagem de células foi feita utilizando o programa ImageJ (Wayne Rasband,;
Research Services Branch, National Institute of Mental Health Bethesda, MD, USA).
Foram contados os numeros de células em trés regides hipocampais: CAl, CA3 e hilo e
profundidades (dorsal, medial e ventral) do hipocampo. Para a analise quantitativa, 0s
dados obtidos em diferentes profundidades foram somados, obtendo-se, assim, o padréo
de marcacéo total das sub-regies CAl, CA3 e hilo. Essas regides foram selecionadas
devido a alta sensibilidade ao processo neurodegenerativo. Todas as células foram
contadas no hipocampo contralateral, devido a cicatriz desenvolvida com a implantacédo

da canula e acéo da pilocarpina no ipsilateral.

4.9  Disseccdo dos hipocampos

Os animais foram anestesiados em cdmera de CO,, decapitados em guilhotina, o
cérebro foi removido e os hipocampos dissecados em superficie fria e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido (-180°C). As estruturas foram mantidas em freezer a -

80°C até o processamento das amostras.

4.10 Extracédo de RNA total de hipocampo de rato

O RNA foi extraido usando Trizol, seguindo recomendagdes do fabricante
(Invitrogen, CA, USA), com modifica¢des, conforme descrito a seguir.

Os hipocampos direitos foram transferidos do freezer a -80°C para nitrogénio
liquido. Foram adicionados 350uL de Trizol a cada tubo contendo o hipocampo direito,
o contetdo foi macerado com pistilos para tubo, adicionaram-se 140uL de cloroférmio,
que foram entdo homogeneizados por inversdo dos tubos e mantidos a temperatura

ambiente por aproximadamente 3min. As amostras foram centrifugadas (Heal Force ® -
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High speed refrigerated bench) a 12000g, durante 15 minutos, a 4°C. A fase contendo o
RNA (fase aquosa) foi transferida para outro tubo. O contetdo remanescente foi
armazenado em freezer a -80°C. Foram adicionados 175uL de isopropanol a fase
aquosa, que foi homogeneizada e mantida a temperatura ambiente por 30min. As
amostras foram, entdo, centrifugadas a 12000g por 30 minutos, a 4°C. Depois disto, 0
pellet de RNA foi visualizado. O liquido foi desprezado cuidadosamente por inversdo
do tubo e foi adicionado 1mL de etanol 75% . Em seguida, os pellets foram deslocados
em vortex e centrifugados a 12000g por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e os processos de lavagem com etanol 75% e centrifugacdo repetidos. O
contetdo liquido foi novamente desprezado e os tubos mantidos invertidos em papel
absorvente. Os pellets foram ressuspendidos em 30uL de &gua milli-Q tratada com
dietilpirocarbanato (DEPC) e mantidos 20min a temperatura ambiente e 40min em gelo,
para solubilizacdo. Os RNAs foram mantidos em freezer a -80°C. Todas as solucGes

usadas foram preparadas com agua DEPC.

4.11 Quantificacdo das amostras de RNA

A concentracdo e a pureza das amostras foram avaliadas por espectofotometria
(Espectrofotobmetro Eppendorf BioPhotometer Plus). As amostras foram quantificadas a
partir da densidade dptica (OD) obtida em comprimento de onda de 260nm. A pureza
dos RNAs foi avaliada a partir do calculo da razdo entre os valores de absorbancia nos

comprimentos de onda 260nm e a 280nm.

4.12 Experimentos de RT-gPCR

4.12.1 Sintese de DNA complementar (CDNA)

ApoOs a extragdo, os RNAs foram tratados com DNase. Aos volumes das
amostras de RNA total foram adicionados tampdo de DNase (1x) (Ambion), 1U de
DNase (Ambion) e 2U de RNaseOUT (Invitrogen). Os contetdos foram incubados a
37°C, durante 10min. Em seguida, foi adicionado EDTA 5mM e as reacdes foram,

entdo, incubadas a 75°C por 10min.
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Foram usados 10puL do RNA tratado para sintese de cDNA. O volume restante
foi armazenado em freezer a -80°C. Para a sintese de cDNA foi usado 1pg de RNA
total. Utilizou-se o kit High Capacity (Applied Biosystems), seguindo as instrucées do
fabricante. Foram adicionados 2uL de RT Buffer, 0,8uL de dNTP 25x (100mM), 2uL
de RT Random Primers (10x), 1puL de Multiscribe Reverse Transcriptase (50U/uL) e
4,2uL de 4gua DEPC. As reacbes foram incubadas a 25°C por 10 min, 37°C por 120
min e 85°C por 5 min. Em seguida, foram adicionados 180uL de &gua DEPC. O volume
total foi dividido em 4 aliquotas (50uL), que foram armazenadas em freezer a -80°C. As
analises foram realizadas através do método 2-AACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
Os experimentos foram realizados em triplicatas (Desvio Padrao < 0,5) e com controles

negativos (sem cDNA).

4.12.2 Quantificacdo das amostras de RNA

A concentracdo e a pureza das amostras foram avaliadas por espectofotometria.
As amostras foram quantificadas a partir da densidade 6ptica (OD) obtida em
comprimento de onda de 260nm. Nas tabelas 3, 4, 5 e 6 estdo dispostas a amostra OD

no comprimento de onda de 260nm e concentracdo do RNA extraido.

Tabela 3 - Concentracdo de RNA extraido de hipocampos dos animais do grupo
experimental PILO

Amostra OD 260 nm  Quantificacdo de

RNA pg/pL
1 0,32 1.28
2 0,15 0,6
3 0,10 0,4
4 0,12 0,48
5 0,17 0,68
6 0,10 0,4

Tabela 4- Concentracdo de RNA extraido de hipocampos dos animais do grupo
naive
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Amostra OD 260 nm  Quantificacdo

de RNA

Hg/pL
1 0,33 2,632
2 0,24 1,912
3 0,26 2,088
4 0,30 2,400
5 0,32 2,584
6 0,26 2,080

Tabela 5 - Concentracdo de RNA extraido de hipocampos dos animais do grupo
experimental tratado com CGP na dose de 100pumol/kg

Amostra OD 260 nm  Quantificacdo de

RNA pg/uL
1 0,15 0,6
2 0,20 0,8
3 0,22 0,88
4 0,39 1,56
5 0,05 0,2
6 0,25 1,0

Tabela 6 - Concentracdo de RNA extraido de hipocampos dos animais do grupo
experimental tratados com CGP na dose de 300pumol/kg

Amostra OD 260  Quantificacdo de

nm RNA pg/uL
1 0,40 1,6
2 0,30 1,2
3 0,35 1,4

4.12.3 Reacdes de amplificacdo

A curva de dissociacgéo foi feita para verificagdo da especificidade das reacgdes e
formacdo de dimeros. Ao observar a formacdo de apenas um pico nas curvas, €
constatada a amplificacdo especifica do fragmento alvo. A Figura 5 mostra as curvas de
dissociacdo dos primers e a tabela 7 mostra a sequéncia dos primers.

Os perfis de expressao dos genes estudados foram obtidos por meio do método
RT-qPCR, as reagdes foram realizadas utilizando o equipamento StepOnePlus™ Real-

Time PCR Systems (Applied Biosystems). As reacGes foram feitas em triplicata e eram
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compostas de 2,0uL de cada amostra de cDNA, 6uL de SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 1uL de 4gua DEPC, 3L de cada primer em concentra¢des
especificas, constituindo um volume de 12uL. As seguintes condi¢Bes foram aplicadas
para a amplificacdo: ativacdo enzimatica a 95°C por 10min; seguida de 40 ciclos de
desnaturacdo, 95°C por 15seg e anelamento e extensdo, 60°C por 1min. Ao término, foi
realizada a etapa de dissociacgdo a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por
15 segundos, para geracdo da curva de dissociacdo. O software StepOnePlus™ (Applied
Biosystems) determinou automaticamente o numero de ciclos de PCR em que o limiar
da curva de amplificacdo foi atingido — cycle threshold (CT). Os genes beta-actina

(Actb) e proteina ribossomal, grande, P1 (RPLP1) foram usados como normalizadores.

Figura 5. Curvas de dissociacéo obtidas dos primers dos genes analisados, geradas

pelo programa StepOnePlus™ (Applied Biosystems).

Gfap ” TNF-a

Denvative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

Temperature C) Temperatura (°C)

Tabela 7 — Genes e sequéncia dos primers desenhados

Gene Simbolo Sequéncia dos primers 5°-3°
Beta-actina Actb F-AGCCTTCCTTCCTGGGTATG

R - GAGGTCTTTACGGATGTCAAC
Proteina ribossomal, Rplpl F - GCATCTACTCCGCCCTCA
grande, P1 R -ATCTTATCCTCCGTGACCGT
Proteina glial fibrilar &cida ~ GFAP F - AACCGCATCACCATTCCTGT

R - CATCTCCACCGTCTTTACCAC
Fator de necrose tumoral- TNF-a F - GCTCCCTCTCATCAGTTCCA
alfa G - CTCCGCTTGGTGGTTTGCTA

4.13 Analise estatistica
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As analises estatisticas foram realizadas, inicialmente, por meio de andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de bonferroni. Entretanto, a distribuicdo muito
variavel entre os grupos, quando comparados todos grupos de uma vez, poderia
mascarar diferencas estatisticas significantes. Com isso, foram realizadas analises
estatisticas através de teste T para fazer uma analise entre dois grupos por vez, ou seja,
Pilo x CGP 10 pmol, Pilo x CGP 100 pumol e Pilo x CGP 300 pumol. Foi utilizada a
plataforma GraphPad Prism, versdo 5,02 (GraphPad, USA). Os resultados com valores

de p <0,05 foram considerados significativos.

5 RESULTADOS

5.1  Analise comportamental

Para investigar um possivel efeito do CGP no SE foi realizada anélise
comportamental dos seguintes paramentros: a) propor¢do dos animais que
desenvolveram SE; b) tempo de laténcia para o SE; c) total de crises na laténcia; d)
proporcdo das crises do nivel 5. A comparacdo das médias feita através de teste T,
pareando cada grupo experimental com o grupo controle (PILO). Os dados obtidos

nesta andlise estdo representados nas tabelas 8 e 9.

A tabela 8 indica a propor¢do dos animais que ndo entraram em SE. Observa-se
que 100% dos animais do grupo PILO entraram em SE enquanto que nenhum animal
(0%) que recebeu um pré-tratamento com diazepam desenvolveu SE. Em relagcdo ao
pré-tratamento com CGP, € interessante notar que houve uma possivel relacdo entre a
dose administrada e a propor¢do dos animais que ndo desenvolveram SE, sendo 8,3%,
16,7% e 25% dos animais nas doses de 10, 100 e 300 umol/kg respectivamente. Esses
dados podem indicar um efeito anticonvulsivante de CGP dependente de dose.

Observa-se, na tabela 9, que somente o pré-tratamento com CGP na
concentracdo de 300umol/kg apresentou efeito significante no comportamento: i)
aumentou o tempo de laténcia para entrada no SE, sugerindo que nesta dose, CGP
apresente uma acdo de retardar o aparecimento das crises autossustentadas; ii)

necessitou de maior dose de diazepam para que o SE fosse revertido.
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Entretanto, observa-se também que CGP, mesmo na dose de 300umol/kg nao
teve efeito significante na frequéncia de crises antes do periodo de SE e na proporcao
das crises de nivel 5 durante o SE.

Tabela 8. Proporc¢édo dos animais que ndo desenvolveram SE apds administracéo
de PILO

PILO DZP + PILO CGP + PILO
10umol/  100umol/  300umol/
kg kg kg
Animais injetados com pilo 15 12 13 14 12
Animais que ndo entraramem SE 0 12 (100 %) 1(8,3%) 2(16,7%) 3(25%)

Tabela 9. Resultados comportamentais

Variaveis Grupo de animais
PILO 10pumol/kg 100umol/kg 300umol/kg
Laténcia para o SE 27,87+3,08 40,82+1,31 26,30+3,72 41,56+6,33

Frequéncia na laténcia 0,25+0,041 0,28+0,10 0,13+0,04 0,23 £ 0,054
Frequéncia relativa 5 0,24+006 043+010 0,13+0,05 0,21+0,08

Nimero de doses de 227+0,30 2,18+0,30 2,30+0,42 3,33+0,37
DZP para reverséo do SE

Média + Desvio padrdo. Em vermelho os valores de p <0,05 considerados significativos

5.2  Andlise do efeito de CGP na fase aguda da epileptogénese

Desde que a neurodegeneracdo, astrogliose e inflamacdo tem sido
consistentemente caracterizadas na fase aguda da epileptogénese, avaliamos se o0 CGP

apresenta algum efeito nesses processos neuropatolégicos.

5.2.1 Analise do efeito da CGP na neurodegeracao
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A investigacdo do potencial efeito neuroprotetor da CGP foi realizada por meio
da histoquimica de Fluoro-Jade (FJ), que apresenta especificidade para neurdnios em
processo degenerativo.

As contagens foram feitas em diferentes areas (CAl, CA3 e hilo) e
profundidades (dorsal, medial e ventral) do hipocampo. Para a analise quantitativa, 0s
dados obtidos em diferente profundidade foram somados, obtendo-se, assim, o padrdo

de marcacéo total das sub-regides CAl, CA3 e hilo.

De forma geral, observou-se ampla marcagdo de neurdnios FJ-positivos no hilo
do giro denteado e nas regides CAl e CA3 24 horas apds a reversdo do SE (figura 6).
Quando os grupos foram comparados entre si, viu-se diferenca significante nas regioes
CALl e hilo, em que a marcagdo foi menor no grupo tratado com CGP 100umol/kg,
qguando comparado com o grupo PILO (figura 7). Nao se houvediferencas significantes
na marcacao das diferentes areas entre o grupo CGP 10 umol/kg e os demais grupos
experimentais. Estes dados indicam que apenas na dose de 100, CGP apresenta um

efeito neuroprotetor em CAL e hilo da formacéo hipocampal.
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Figura 6. Fotomicrografias do efeito do CGP na neurodegeneracdo CAL, CA3 e Hilo

CA1 CA3 HILO

CGP 10 pmol PILO DZP

CGP 100 pumol

Os cortes foram obtidos de animais tratados com CGP nas doses de 10 e 100umol/kg, tratados
com diazepam (DZP) ou ndo tratados (PILO) e foram submetidos a, técnica de Fluoro-Jade. Na
vertical estdo as regies analisadas do hipocampo, com seta branca indicando cada regido. Na

horizontal estdo os grupos tratados. Aumento de 10x.
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Figura 7. Efeito do CGP na neurodegeneracgao

TOTAL

400
@l PILO

10pmol/kg
| 3 100umolikg

Células FJ positivas

=

CAl CA3 HILO

Quantificacdo das células FJ positivas nas sub-regides CAl, CA3 e Hilo da formacao
hipocampal. Foram avaliados animais tratados com CGP nas doses de 10 e 100umol/kg,
tratados com diazepam (DZP) ou nao tratados (PILO). Os dados estdo representados pela média
+ DS. A analise estatistica foi feita com o teste ANOVA. *p<0,05 em relacdo ao PILOe: CAl
(PILO: 236,3 *+ 46,26 n=8; 10umol/kg: 130,0 = 26,44 n=6; 100umol/kg: 60,67 + 24,39 n=6);
CA3 (PILO: 142,9 * 42,64 n=8; 10umol/kg: 71,67 + 21,27 n=6; 100umol/kg: 67,33 £ 21,11
n=6); hilo (PILO: 129,5 *+ 34,28 n=8; 10pumol/kg: 92,17 + 11,30 n=6; 100umol/kg: 29,17 *
9,443 n=6).

5.2.2 Analise do efeito da CGP no processo de astrogliose durante a fase aguda da
epileptogénese

A investigacdo do potencial efeito de CGP na proliferagéo astrocistica foi feita
através da anélise dos niveis de expressdo de Proteina Glial Acida (GFAP), utilizando a
técnica de RT-qPCR. A proteina GFAP foi selecionada para esta analise, uma vez que é
expressa de maneira especifica em astrocito e tem sido utilizada como marcador de

astrogliose durante o processo epileptogénico (ROMCY-PEREIRA et al., 2008).

Na figura 8, podem-se observar os niveis relativos de transcritos GFAP em

diferentes grupos experimentais. A andlise estatistica mostrou que a expressdo de GFAP
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estad significantemente maior nos grupos PILO, CGP 100umol/kg e CGP 300umol/kg
quando comparados com animais naives (figura 8). Este dado sugere um aumento na
expressdo de GFAP em resposta ao SE. N&o h& diferengas significantes nos niveis de
GFAP entre o grupo PILO e os grupos tratados com CGP. Este dado indica que CGP

ndo apresentou efeito na superexpressao de GFAP (astrogliose) apos o SE.

Figura 8. Efeito do CGP na expresséo relativa de GFAP

Expresséo relativa de GFAP

1.01 | *
* —
0.84
*
0.6+
0.4-
0.2-
0.0' T
)
SRS S
N QQSQ 0\@
S 5

Quantificacdo dos niveis relativos de transcritos GFAP obtidos através de RT-gPCR.
Foram utilizados hipocampos de animais tratados com CGP nas doses de 100 e
300umol/kg, ou ndo tratados (PILO) e animais naives. Os dados estdo representados
pela média + DS. A andlise estatistica foi feita com o testeT. *p<0,05 em relacdo ao
controle PILO ou NAIVE. (PILO: 0,50 + 0,11 n=5; 100umol/kg: 0,65 £ 0,09 n=6; 300
pumol/kl: 0,35 + 0,15 n=3; NAIVE: 0,09 + 0,02 n=6).
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5.2.3 Analise do efeito da CGP no processo de neuroinflamacao durante a fase aguda
da epileptogénese.

Desde que CGP tem sido caracterizado como tendo acdo anti-inflamatdria,
avaliamos um potencial efeito desta droga nos niveis de expressdo do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) através de RT-gPCR. De fato, selecionou-se TNF- o por ser um
mediador da resposta pré-inflamatoria sabidamente superexpressa ap0s uma crise
convulsiva (PLATA-SALAMAN et al., 2000; VEZZANI et al., 2000).

Na figura 9, observa-se a expressao relativa dos transcritos TNF-a nos diferentes
grupos experimentais. A analise estatistica mostrou que os niveis de TNF-a sdo
significantemente maiores nos grupos PILO e CGP 100umol/kg quando comparados
com os do grupo naive e CGP 300umol/k. Este dado indica que CGP na dose de 300

apresenta um efeito de reprimir a superexpressao de TNF-o durante a epileptogénese.
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Figura 9. Efeito do CGP na expressao relativa de TNF-a.

Expressao relativa de TNF-alfa

2.0+

1.54 * ——

Quantificacdo dos niveis relativos de transcritos GFAP obtidos através de RT-gPCR. As
analises foram feitas em hipocampos de animais tratados com CGP nas doses de 100 e
300umol/kg, ou ndo tratados (PILO) e animais naives. Os dados estdo representados
pela média = DS. A analise estatistica foi feita com o teste T. *p<0,05 em rela¢do ao
controle PILO ou NAIVE. (PILO: 0,94 £ 0,13 n=5; 100 umol/kg: 0,98 + 0,20 n=5; 300
pumol/kg: 0,35 + 0,15 n=3; NAIVE: 0,46 = 0,03 n=6).
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6 DISCUSSAO

6.1  Comportamento- Controle de crises

Observamos que os ratos submetidos ao tratamento agudo com CGP
300umol/kg antes da inducdo do SE apresentaram alteracbes comportamentais
indicativas de efeito anticonvulsivante. De fato, no grupo CGP300 + PILO, uma
quantidade maior de animais ndo desenvolveram SE e 0s que apresentaram, passaram
por um tempo maior no periodo de laténcia. Estes dados sdo favoraveis a nossa hipétese

de que o uso de CGP apresenta efeito anticonvulsivante.

Dentre outros aspectos, nossa hipoOtese baseou-se na evidéncia de que CGP
apresenta uma acdo anti-inflamatéria (FERRO et al, 2012, AQUINO et al, 2013). De
fato, alguns trabalhos tém mostrado que drogas com efeitos anti-inflamatdrios foram
eficazes no controle das crises epilépticas em modelo de SE induzido por pilocarpina. O
tratamento com curcumina diminuiu a gravidade e a frequéncia e aumentou a laténcia,
efeito este dose-dependente (DU PENG et al., 2012; AHMAD, 2013). Além disso, 0
berberina, que tem efeito neuroprotetor e anti-inflamatério, aumentou a laténcia do SE e
diminuiu a morte em CAL (GAO, 2014). Outro anti-inflamatério, baicalina, aumentou o
tempo de laténcia do SE e diminuiu a morte em CA1 e CA3 da formacdo hipocampal
(LIU, 2012).

Por outro lado, a auséncia de efeito anticonvulsivante do CGP nos demais
paramentros comportamentais aqui avaliados pode ser justificada pela via de acao anti-
inflamatdria desta droga, que ainda é desconhecida. Deveras, existem diferentes vias
associadas a inflamacdo. De tal sorte que uma droga que age em determinadas vias
podem néo ter um efeito anticonvulsivante quando administradas isoladamente, sendo
necessaria, portanto, uma combinagdo com outras drogas anti-inflamatorias que agem
em vias distintas. Kwon e colaboradores (2013) testou, através de administracéo isolada
ou combinada, o potencial efeito anticonvulsivante de trés tipos de anti-inflamatérios
(receptor de IL-1- rIL-1ra, inibidor de cox-2- CAY 10404 e um antagonista de caspase-
1- minociclina) que agem em vias diferentes, os autores ndo observaram efeitos

anticonvulsivantes (no tempo de laténcia e na duracdo do SE) quando as drogas foram
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administradas isoladamente. Porém quando foi realizado um tratamento com
combinacdo binaria de rIL-1ra + inibidor de cox-2, os autores observaram aumento da
laténcia, mas ndo na duragcdo do SE, em comparagdo com aqueles que receberam apenas
veiculo. Portanto, é possivel que estudos com combinacdo de CGP com outras drogas
possam apresentar também um efeito anticonvulsivante em outros parametros

comportamentais.

A observagdo de efeito somente na maior dose testada corrobora com os dados
de Guan e Gluckman (2009) que mostram que o0s seus efeitos neuroprotetores apos
isquemia sdo dependentes da dose. E possivel que doses maiores de CGP possam
oaumentar tal efeito ou mesmo a aplicacdo por outras vias de injecBes diferentes da
usada, como diretamente no hipocampo, fizesse com que as menores doses testadas

surtissem algum efeito.

A despeito da agdo anticonvulsivante de CGP na dose de 300 pmol/kg,
observamos que esses animais necessitam de uma quantidade maior de DZP para
reverter o SE. Este resultado poderia ser explicado com a hipotese de que CGP seja um
agonista parcial de GABA e exerca antagonismo competitivo com diazepam. De acordo
com esta hipétese, precisaria de uma quantidade maior de diazepam para deslocar o
CGP.

Agentes bloqueadores de GABA diminuiram o efeito ansiolitico de piracetam
(MALDAVKIN, 2006). Como dito anteriormente, CGP é semelhante ao piracetam nao
sO pela sua estrutura como também por algumas propriedades farmacoldgicas. Assim

sugerimos 0 CGP seja ligante de receptor de GABA.

De qualquer forma, € importante analisar o valor informativo dos nossos
achados, considerando os seguintes aspectos do delineamento experimental utilizado

neste estudo:

- O estudo foi realizado apenas em modelo animal de SE induzido através da
administracdo de pilocarpina. De fato, este modelo vem sendo extensamente utilizado
para estudar a ELT ja que reproduz as principais caracteristicas desse tipo de epilepsia.
Este modelo também vem sendo explorado em experimentos farmacoldgicos que
buscam predizer uma possivel atividade clinica de drogas (SILVA, 2008). Alguns dos

principais farmacos antiepilépticos, como o levetiracetam e clonazepam, ja tiveram seu
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efeito anticonvulsivante confirmado em modelo de pilocarpina (OLIVEIRA, 2005;
KUBOVA, 1999; HORT, 2000). Por outro lado, buscando uma investigacdo mais
ampla, faz-se necessario avaliar se 0 CGP também apresenta efeito anticonvulsivante
em outros modelos animais. A literatura mostra que existem agentes antiepilépticos que
tém acdo em certos modelos e em outros nédo, tais como a fenitoina e carbamazepina,
que sdo efetivos no modelo do eletrochoque e ineficazes em modelo de pentilenotetrazol
(LOSCHER, 1988).

- O tratamento foi realizado antes do SE visando seu controle. De fato, em nosso
modelo o paradigma experimental de pré-tratamento foi utilizado com dois objetivos: i)
avaliar efeito anticonsulsivante. Desde que o SE € uma crise convulsiva
autossustentada, drogas que previnam ou reduzam essas crises sdo fortes candidatas a
agirem no controle das crises convulsivas espontaneas; ii) avaliar o efeito na
epileptogénese, pois a intervencdo precoce no SE tem tido um resultado funcional a
longo prazo (PITKANEN; LUKASIUK 2009). Estes objetivos se inserem na idéia de
um tratamento preventivo. Assim, 0 uso deste paradigma experimental para o inicio de
uma investigacdo da acdo de drogas apresenta uma séria de vantagens, tanto
metodoldgicas (tempo, gasto etc) quanto de questdes biolodgicas que podem ser

investigadas.

- Foi utilizado um espectro amplo de pardmetros comportamentais. De fato,
neste estudo avaliamos 5 indicadores de acdo anticonvulsivante: 1) proporcdo dos
animais que entraram em SE; 2) tempo de laténcia para o SE; 3) total de crises antes do
periodo de SE; 4) Proporcao de crises do nivel 5, e, 5) nimero de doses de diazepam
para reverter reversdo do o SE. Na literatura, observa-se que os estudos que tém como
objetivo avaliar o efeito de drogas no SE, em sua maioria analisam somente a laténcia e
morte durante o SE (DU PENG et al., 2012; AHMAD,;2013; GAO, 2014; LIU, 2012).
Raros sdo os que incorporam também gravidade e frequéncia de crises durante o SE
(DU PENG, 2012; AHMAD, 2013; VEZZANI, 2002). Assim os dados obtidos no
presente estudo, mostrando que o CGP tem efeito no SE no modelo que utilizamos sédo

bem consistentes.
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6.2  Acdo neuroprotetora de CGP

Neste trabalho, observamos por meio de contagem neuronal, que o pré-
tratamento dos animais com CGP na concentracdo de 100 pumol/kg levou a uma reducéo
significante de perda neuronal na regido de CAl e hilo da formac&o hipocampal, na fase
aguda da epileptogénese. De fato, os animais submetidos ao SE e pré-tratados com
CGPumol/kg tiveram menor marcacdo de fluoro jade nestas regiGes quando

comparados com animais com apenas pilocarpina.

Esses achados indicam que CGP apresenta uma acdo neuroprotetora,
corroborando com estudo que descreveu uma reducdo na morte celular em animais
tratados com CGP e submetidos a AVC isquémico (GUAN & GLUCKMAN, 2009).
Existe a possibilidade de que a neuroprotecdo seja decorrente da acao anti-inflamatoria
desta droga, embora s6 observou-se efeito de CGP nos niveis de expressdo de TNF-a
quando administrado na dose de 300. De fato, foi mostrado em modelo de edemas de
pata que CGP leva a uma prevencao de niveis mais elevados de mediadores pro-
inflamatérios que estdo associados as convulsbes, tais como serotonina e
prostraglandina (FERRO, 2012; AQUINO, 2013). Corroborando 0 nosso, outros
estudos tém contribuido para aumentar o conhecimento mostrando que diversas drogas
anti-inflamatorias com vias e alvos diferentes podem ter efeito na neuroprotecdo em
epilepsia (ROSIM, 2010; GAO, 2014; LIU, 2012).

Em nosso paradigma experimental, a neuroprotecdo foi restrita as subareas CAl
e hilo embora ndo sabemos os mecanismos envolvidos nesta acdo localizada. Trabalhos
na literatura tém mostrado drogas que tém efeito neuroprotetor seletivo em algumas
areas do hipocampo (ROSIM, 2010; GAO, 2014; LIU, 2012). Rosim e colaboradores
(2010) mostraram efeito neuroprotetor da adenosina na regido de CA1 em modelo de
pilocarpina. Por sua vez, Liu (2012) viu efeito do baicalin tanto na regido de CA1 como
também na regido de CA3, em modelo de pilocarpina. Apesar das analises da
histoquimica para o grupo CGP300 ainda nédo terem sido concluidas, os resultados aqui
apresentados sdo promissores e abrem perspectivas para aprofundarmos na investigacéo

de uma potencial acdo de CGP na terapéutica da ELT.
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6.3  Acdo do CGP no processo de astrogliose

Neste estudo, a avaliacdo do processo de astrogliose durante a epileptogénese foi
feita com base na quantificagdo dos niveis de expressdo de GFAP. De fato, GFAP é
reconhecidamente utilizado como marcador de astrogliose durante 0 processo
epileptogénico. A astrogliose ocorre em decorréncia de danos causados ao SNC,
processo no qual astrocitos entram em estado reativo conhecido como gliose, que é
caracterizada por alteracdes morfoldgicas (hipertrofia), alteracdes funcionais e por um
aumento acentuado da expressdo de GFAP (SIMPSON, 2010; ROMCY-PEREIRA,
2008). A literatura tem mostrado que GFAP é superexpresso em hipocampo de animais
e humanos epilépticos (LAUREN, 2010; OZBAS-GERCEKER, 2006; TANG, 2002;
XU, 2011).

Os dados aqui gerados indicam que CGP, nas concentracfede 100 e
300umol/kg, ndo tém efeito na superexpressdo de GFAP (astrogliose) durante a
epileptogénese. Em concordancia com a literatura, observou-se que expressdo de GFAP
estd aumentada nos animais submetidos ao SE, em comparacdo ao grupo naive. De fato,
muitos estudos em diferentes modelos experimentais mostram de maneira consistente
uma superexpressdo de GFAP na fase aguda da epileptogénese (1-4 dias pés SE ou
crise) (DO NASCIMENTO, 2012; TORRE, 1993). Entretanto, os grupos CGP nédo
apresentaram diferencas significantes na expressao de GFAP quando comparados com
PILO, indicando que o pré-tratamento dos animais com CGP ndo interferiu no aumento
de expressdao de GFAP durante a epileptogénese.

Embora ndo se conhecam ainda os mecanismos biologicos associados ao
processo de astrogliose, postula-se que exista uma correlagdo positiva com a intensidade
da lesdo e morte neuronal. De fato, quando ha lesdo no tecido nervoso, ocorrem
ativacdo e proliferacdo das células da glia com subsequente secrecdo de citocinas,
prostaglandinas e outras moléculas envolvidas no processo inflamatdrio
(KREUTZBERG, 1996; HANISCH, 2002). Assim, nossa hipotese baseada tanto no
efeito anti-inflamatério quanto neuroprotetor de CGP era de que esta droga poderia
modular negativamente o processo de astrogliose. Embora nossos dados tenham
refutado esta hipotese, € importante considerar que as analises de expressdo foram feitas
utilizando hipocampo total, enquanto o efeito neuroprotetor de CGP, aqui observado,
foi restrito a determinadas sub-regides do hipocampo. Assim, para melhor entender esta
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questdo, faz-se necessario avaliar o efeito de CGP na expressao de GFAP atraves de

abordagens “in situ”, como, por exemplo, imunohistoquimica.

6.4  Acao do CGP no processo de neuroinflamacéo

Neste trabalho, observamos que os niveis de TNF-o sdo significantemente
maiores nos grupos PILO e CGP 100umol/kg quando comparados com os do grupo
naive e CGP 300umol/kg. Este dado indica que CGP na dose de 300 apresenta um
efeito de reprimir a superexpressdo de TNF-a durante a epileptogénese.

A presenca de agentes infecciosos, traumas, dano cerebral, isquemias ou doencas
crénico-degenerativas pode desencadear a neuroinflam¢éo, quando ocorre a liberagéo de
citocinas IL-1B, IL-6 e TNFa, proteinas de potencial atividade pro-inflamatdria,
liberadas que sdo liberadas no foco lesivo (VEZZANI, 2011).

O TNF-a é um mediador da resposta pro-inflamatoria. Esta citocina é uma das
mais importantes para a sustentacdo da inflamagdo cerebral em diversas desordens
neurolégicas como Parkinson, Alzheimer, deméncia e doenga de Huntington
(PENKOWA et al., 2009). A elevada expressao da citocina TNF também é um achado
comum apds uma crise epiléptica. Esta citocina estd superexpressa no periodo de 6
horas ap6s crise convulsiva e sO retorna aos niveis basais trés semanas apds as crises
(PLATA-SALAMAN, 2000; VEZZANI, 2000).

Diante disso, levantamos a hipotese de um possivel efeito do CGP na diminuicéo
da expressdo de TNF- a. Nosso resultado mostrou que na dose 300pmol/kg houve a
reducdo da expressdo desta citocina. O tratamento com CGP poderia diminuir a morte
neural atraves da diminuicdo da producdo de fatores quimiotaxicos que direcionam
células efetoras da resposta imune, e o conjunto destes fatores possivelmente
apresentaria um efeito neuroprotetor. De fato, trabalhos tém mostrado um importante
papel anti-convulsivo para esta mesma citocina (GRELL, 1998; YUHAS, WEIZMAN &
ASHKENAZI, 2003).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados neste trabalho, pode-se concluir que o CGP na
concentracdo de 300umol/kg apresenta agdo: anticonvulsivante quando administrado
isoladamente (aumento do tempo de laténcia para inicio do SE), apresenta efeito na
expressao relativa de TNF-a e apresenta efeito neuroprotetor na dese de 100umol/kg em

raros submetidos ao status epilépticus induzido por pilocarpina.
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